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RESUMO
Um. heteropolissacarídeo composto de unidades
de D"galaetos@{98%) e -fuco.se(2%)' àpreséntando uma rotação .ótica
r ' ^25 ' ■de [_oc j  4-51,4 (c, 0,78  em água), foi isolado da massa de ovos do*
molusco- Amputaria sp.(Morrete3). Por estudos de metilação, foi ve
rificado que ‘d polímero é ramificado» e contem 20» 0% de resíduos 
ramificados{ jpontos de- ramificação nos carbonos Cg e Cg de resíduos 
de D.-galactosé) e 29« 5% de resíduos terminais nao' redutpres(28, 0% 
de resíduos de D~galactose e 1» 5% de resíduos de -fucose). O po­
límero apresenta uma alta proporção de cadeias lineares formadas 
de resíduos de D-galsetose interligados pelos seguinte S tipos d© l i ­
gações glicosídicas; 26.« Ofs do tipoíi-Hl), 11» 0% do tipo<l-*2) è 4» 5% 
do tipo{l-*3). ' . '
ABSTRACT
A heteropolysaccharide containing D*galacte»e(98fo)
and - fucose{2%) residues, was isolated from  the egg m ass o f the snail
■ "■ r " -*26 /  .  -Amputer fa sp(M orrétes)« The sp ecific  rotation was [_ oc J p  *51,4' (c , 0, 74
ira water). The highly branched character o f this polysaccharide was 
demonstrated by méthylation studies, It was.shown to contain -a stru c­
ture o f linear 1, 2* , 1, 3 - and 1, 6 - liaised £>-galactopyranose residues 
(11, 0% , 4 , 5% and 26, 0% respectively) containing branches giyeosidieally 
to C - and Cg o f galactose residuèé, Branche- point ha a bean assessed by 
determination, o f 2? 4-di-*0-*h.ôthyl**D~galâçtbpyranoee(29, 0%), - T. h © ■ ; 
branches w ere terminated by D*galactose(28, 0% )  and .-fucdscCl, 5%) 
residues, ■
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' ' INTRODUÇÃO
A presença, de polis sacarídeos em m&lçecos é conhecida desde há 
mUito. Em 1885, Hammarstem (1> verificou que & glândula .de albúmen de 
•Hélix gomaiia continha um polissacarídeo que não correspondia em suas ' 
propriedades ao glieogênio» e que recebeu, na época, a denominação de 
-” tierisches. Smíetrin5’« May (2), em 1931, demonstrou que o polis sacar ideo 
("tierisches Sinistrin” ) das partes moles totais . de Hélix' pomatla, apresen 
tava uma rotação ótica de [ «■ j  -13, 55°, e propôs para esse políssacarí 
deo o nome de ’’galactogenio1' em virtude do mesmo ser formado apenas de 
unidades de galactose (3), O próprio May (4), -em 1932, comprovou que. a . 
massa de ovos de Helix 'pomatla. continha galactogenio. e,m altá proporção . 
■<37, 8g ém peso seco), com itrna rotação ótica de [ ® ] ̂ -22, 73o , Como a 
rotação ótica ( [ e ♦.53, 6o) dó hidrolisado ácido de galactogenio de mas 
sa de ovos d;e Helix pòmáríá ( 4-S ) não' era compatível com aquela espera­
da para «ma mistura de M  P -D-galactopiranoae ( 1'®. 1^*80, 5W)# 
Baldwin e Bell (8) sugeriram, a possibilidade de que o gal&ctogenio de Hélix 
pomatla fosse constituído de resíduos de D e L-galactopiranose, De fato..
. essa hipótese foi posteriormente confirmada por Bell e Baldwin (?) e May e 
Weinland ( 8-9 ),. tanto nos gai&ctogênios isolados de massa de óvos como 
nos de glândula de albumen de Héljx pomatla. Bell e Baldwin ( f } encontre.'”' . 
ram uma relação de 6:1 para D e L-galactopiranose em galactogenio de
glândula de albúmes de Hélix pom&tià, enquanto May e 'Weinland ( 8-9.) ve­, ; ífí!Kí«»»W; 'fe<«US0̂5WtTOEte *' . . •
■ rifiearam que essa relação era de aproximadamente 7 *1 em. galactogenio, de . 
massa de ovos do mefcmo molusco, .
Weinland (10) isolou dois dissacarídeos principais do hidrolisado
ácido de galactogênio de massa de ovos de Helix pòraátia, que foram earac 
terizados como sendo o 3 -0 -p  -D-galactopiranosil-D-galaetopiranose e o 
6-0- (3 ■-Drgalactopirahosil”D**galactopirano'se, Alem disso, esse autor ve- - 
rificou, no mesmo hidra listado, a presbnça. de traços de. .6-0- & -L-galacto- 
piranosil- 0 -galactopiranose. Posteriormente, May e Weinl&nd (11) demonfe 
traram a presença de trí e pentassacarideos no hidrolísado acido desse 
galactogênio, e que eram constituídos por resíduos de galactose unidos por 
■ligações-glicosídicas do tipo {5 ■*{ 1—^3). . .
Schlubach'® Loop (12)-em 1937, meíilándo o gal&cfo o" b isolado ' 
das partes moles totais de Ifellx: pomatia, foram os precursores dos esta­
dos de metilação em galactogênio de molusco, Â hidrólise acida desse poli 
mero metílado, produziu quantidades equimoleculares dos derivados tetra 
e di-metil gal&ètose, os quais feiram, identificados, posteriormente., por . 
Baldwín e Bell ( 6 ) como sendo o 2, 3,4» 6-tetra-O-metil-D-galactopirano- 
se e o 2, 4-di-O-metil-D-galactopirànose* Baldwin e Bell (6) sugeriram que 
uma grande parte da molêcúlá do galactogênio deveria possuir um tipo de 
estrutura possível de ser formulada de duas maneiras alternativasr-aí- uma 
cadeia linear formada por unidades de D-galactopiranose unidas entre ei por 
ligações glicosídicas do tipo ( l —~*-3 ), sendo que cada unidade dessa cadeia 
linear estaria ligada a um resíduo de D-galactopirano se-por ligaçao glicosi- 
dica do tipo ( 1 (cadeia ramificada simples); b)- uma cadeia linear for
mada por unidades de D »galactopiranose unidas entre si por ligações glico-- 
• sídicas do tipo (1-—■*’ 6), ■ sendo que cada unidade dessa cadeia linear estaria 
ligada a um resíduo de D-galactopir&nose por ligaçao glicosídica do tipo 
(1— *“3) (cadela .ramificada simples). ' -
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Posteriormente, Bell e BaMwin (7) apesar de haverem encon­
trado derivados tri-metilados no hidrolisado ácido do galactogênio de 
glândula de albúmen de Helix. pomatia, ps consideraram momo resíduos 
incompletamente metilados, não sugerindo, por isso, nenhuma estrutura 
altamente ramificada para a . molécula» !
O* Colla (33), aplicando a degradação de Barry. ao galactogênio de _ 
Helix pomatia, verificou que os dados obtidos dessa degradação não condi - ' 
ziam com os modelos estruturais propostos por Baldwin e Bell (6), e pos­
tulou então, uma estrutura nova, tipo arboriforme, para o galactogênio de 
molusco, no qual os resíduos de galactose estavam unidos por ligações 
glieosídieas alternadas dos tipOs e (1*-™—*-8), Nessa estrutura, os
resíduos terminais não redutores e. òs resíduos internos da molécula se 
apresentavam, em quantidades equimoléeulares, permitindo, teoricamen­
te, que o hidrolisado .ácido do pedis sacar ideo metílado, apresentasse 
quantidades equimoleeulares de 2, 3,4, ô-tetra-O-mctil-D-galactopiranose 
: é- de 2,4 -di~O“metil*»0-gaiactopirahose, ' '
Corrêa* Dmytraczenko e Duarte (14) sugeriram também uma. és* 
trutura ratóificada arfooriforme para o galactogênio isolado de glândula de 
albumen de Biompli&larla glabrata, Duarte e Jones (15) em 1871, investi” ' 
gando o polis sacarídeo (galactano) isolado da glândula de albúmen de . 
Stropliocheilus oblóngus,' comprovaram, por metanolise do polissacarídeo 
me tilado, os seguintes derivados metilados: 43 moles % de 2,-3, 4, 6-tetra- 
" 0 -metil -D ~galaçtopirànos e ; 11 moles % de 3?4S 6 ~tri-Q~metil-D-galactopi- 
ranose; 2, 5 moles % de 2, 3 ,4 -tri-O-metilHD-galáctopiranose; 43 moles% 
de 2 ,4 -d i-0 -metil-D-galactopiranose e 0, 5 moles%de 2, 3S 6-tr i-0 -m etil-D* 
-galactopiranose» Apesar de nâo apresentarem modelo estrutural para o gam 
lactano, Duarte e Jones. (15) verificaram que seus resultado© não eram
condizentes com os. modelos estruturais até então propostos. Diaz (16) em 
1972» após dMghad&çâo controlada de Smith realizada no galactano isolado 
de glândula de albúmen de StrophochéiXus oblongus, sugeriu um modélo 
estrutural altamente complexo para esse polímero. A.molécula apresen­
taria uma cadeia linear composta de unidades de D-galactopiranòse inter­
ligadas por 'ligações glicosídicas do tipo S -*-3}, com ramificações de 
cadeias complexas que, no seu conjunto» se afastaria da concepção de 
estrutura arboriforme proposta por Gs Colla (13). Honda (17). em 1973» estu 
dando o galactano da glândula de albúmen de Megalobolinus parànaguenses, 
obteve duas séries distintas -de oligossacarídeos após ' hidrólise- acida par ­
cial do galactano: uma linear.do 'tipo 0 ~{i— *-g) © outra ramificada, apre­
sentando .uma"cadeia principal linear do tipo- p ~( l —r~*«3) com pontos de rar 
mifícaçao do tipo p ~Qr — *6). Honda (17) concluiu que o galactano deveria 
ser altamente ramificado,' e formado de c&ctéias liheares do tipo '0 -(1;— ►S.) 
de tamanho variável» interligadas por ligações glicosídicas cto tipo .
fJ -(1—-*-6), confirmando» em parte, a estrutura proposta por Dia® (Í6).'Nes 
■se® dois últimos trabalhos, não ficou com.pletaro.cnte evidenciado o tamanho 
das. cadeias ramificadas dos polímeros. •
Geldmacher-Mallinekrodt e Horsímanri (18) isolaram da glândula 
de albúmen -de Bellx pomatia» um hcte.ropolissacarídeo ligado a proteína, de 
baixo peso molecular (7. 500), o, qual era formado principalmente de L -ga- 
lactose e glucosamina» e apresentava uma.rotação ótica de [_* j  - -88, 5o . • 
Weinland (19) demonstrou a-presença de uma enzima em glândula 
digestiva (hepa to pâncreas) e suco digestivo de -Helix poroatia» .capaz-'de hi- 
drolisar o galaçtogenio contido na massa de ovos desse molusco» sem con­
tudo elucidar seu mecanismo.
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..Durante o período de hibernação dos moluscos, o galactogênio 
está contido nas glândulas-de albúmen como substância de reserva da re ­
produção.. Se o polis sacar ídeo não for consumido durante esse período, de­
saparece da glândula de àlbúnien, e um polissácarídeo provavelmente idên­
tico deve ser encontrado,na massa de ovos (13), May (20) observou que, 
após a hibernação, a quantidade de galactogênio encontrada na massa de 
ovos- recente de Helix pomatia, era maior do que o decréscimo da quan­
tidade do referido polímero verificado na glândula de albúmen, sugerindo 
a possibilidade de uma transformação de glicogênio em galactogênio. 'O 
próprio May (21) verificou, no entanto, que na massa de ovos recente do 
Helix pomatia não havia glicogênio, só sendo possível sua determinação 
após o 16° dia do desenvolviménto embrionário. Horstmann (22), traba­
lhando com polímero semelhante, isolado da massa de ovos de Lymhaeà, 
stagnalis, observou qUe 46 a 78% do galactogênio era consumido durante 
o período embrionário désse molusco (25 dias), e que o glicogênio, m es­
mo em baixa proporção, so aparecia tardiamente, ou seja, na metade des_ 
Se período.
Recentemente, Sampaio (23) isolou de glândula de albúmen de 
Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophíla, uma lectina (herftoaglu 
tinina) em alto grau de pureza, que apresentava galactose como principal 
componente glicídico. Entretanto não ficou esclarecido o significado biolo- 
gico dessa lectina para o m olusco. '
. Apesar do grande número de trabalhos realizados sobre química
de carboidratos em gálactanos, muitos aspectos estruturais desses políme­
ros permanecem- ainda quase que inteiramente desconhecidos, Tambem o 
verdadeiro mecanismo' de síntese e degradaçao biológica dos galactanos
. . . ■ . : -6~ 
não. foram ainda esclarecidos, quer na. glândula de albúmen, quer na mas­
sa de ovos,
A finalidade do presente trabalho é contribuir para o esclareci­
mento da estrutura do galactano isolado da massa de ovos, afim de que 
sua estrutura possa ser coxnparada.com'aquela do galactano isolado de 
glândula de albúmen de molusco da mesma espécie, Um estudo compara­
tivo dessa natureza, contribuirá para o esclarecimento do mecanismo de 
•degradação-enzimática do galactano presente na massa de ovos de molus­
co, Com essa finalidade, foi selecionada a massa de ovos de Ampulária sp. ̂ ■ T̂TiriV>̂yr̂FnTr»igrf̂rtrnv-r<?rijfrrv-Tir-«- «Moabènfe*
{Marretes} como fonte de obtenção de galactano.
. MATERIAL E MÉTODOS . .
1. Metòdòs géráis .
• As rotações óticas foram determinadas em polarímetro Perkin- .
Elmer modelo 141 a 25°C. A análise por eletroforese foi realizada em pa­
pel acetilado (CeXiogel) segundo o método de Dudman e Bishop (24) em apa­
relho Fanem com câmara de imersão da Chemetron. A cromatografia em 
fase gasosa (GLC) foi realizada em cromatógrafo F&M modelo 810 R-12 com 
detetor de ionização de chama, utilizandoese hélio como gás de arraste, As 
seguintes colunas foram utilizadas: (a) 15% p/ p de poliester de succinato de 
butano-l,4-diol sobre Celite de 80-100 mesh, em coluna de 120 x 0,4 cm 
(d. ia) a 175°G (25), cóm detetor a 23SfÇ,câjnara de injeção a 200°Ç e fluxo 
de hélio de 40 m l/m in .(b )  10% p/p de polífenil eter [m -b is  (m-íenoxi-fenoxf• 
benzeno 3 sobre Célíté de 80-100.mésh, em cóluna de 120 x 0,4 cm (d .i . ) ã 
185°C (25), com detètôr a 235°C» éâm&ra de injeção a 2'Ò0°C e fluxo de hé­
lio de 7 5ml/miní j  (c) 14%p/p LAC-4 R-886 sobre Chromosorb W de 80-100 
mesh (DMSC), em coluna de 100 X 0*4 cm (d .i , ) a ISQ^G (26), cõm detetor 
a 250°Gi câthaiã de injeção a 220oí<j e fluxo áe hélio de 40 m l/m ia,; (d) 1:1
v/ v da mistura de 10% de poliester de butanódiol sucòináto sobrè ÓHrómòsórb)
■ ■ ■ . ■ ■. • ' . . . ■ • r.
W de 60-80 mesh e 10% p/p de Apiezon M sobre Chromosorb W de 80-80 mesíii j 
coberto com prata, em coluna de 120 x 0,4 cm (d. 1.) a 175°C (27), com de­
tetor a 245°C; câmara de injeção a 200°C e fluxo de hélio de 75 ml/ m in.;
(e) 3% p/p de ECNSS-M em Gas Chrom Q de 100-120 mesh, em coluna de 
120 x 0, 6 cm (d. i .)  (28), utilizada com temperatura programada (140-195MC, 
10°C/nain.) com detetor a 250°C, câmara de injeção a 175°Ç e fluxo de hélio 
de 10 ml/min. O Chromosorb W coberto com prata foi fornecido por Instru­
mentos Científicos G.G. Ltda. São Paulo-Brasil. Os demais produtos utiliza“ 
dos em GLC foram fornecidos pela Chromatographic: Specialities-Brockvilíe-: 
Canadá,
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. ■, Os tempos de retenção dos metil-galactosídeas metilados em GLC 
foram referidos ao j§ -?0-metil-2, 3,4, G-tetra-O-metil-D-glucosídeo nas co ­
lunas (a), (b) e (c). A análise quantitativa dos derivados metilados foi rea- 
lizâda ápenas na colina (c) de acordo com Stephen et ál. (26). A análise 
em GÍiG dos derivados aeetilados (alditol acetatos) foi realizada na coluna
(d) (27), sendo os tempos de retenção desses derivados, referidos ao L - 
arabinitol pentacetato. A coluna (e) foi usãtía para análise quantitativa de 
alditol acetatos, com utilização de programação de temperatura . Em todas 
as análises por GLÇ, as áreas foram calculadas por triangulação (28). A 
cromatografia em papel foi realizada pelo método descendente com papel 
Whatmann n? 1, n? 4 e 3MM nos seguintes sistemas de solventes (v/ v):(í)
1:5:3:3 (fase superior) benzèno-n-butanol-piridiná-ágüa; (g) 8:2:1 acetato de 
etiia -piridina-águà; (h) 9:2:2 acetato de etiía -piridina-água;(i) 200:17:1 
butanona-água-àmonia. Os açúcares foraíü visualizados com nitrato de 
prata alcalino (29) bu cloridrktò de p-aríisidinâ (derivados metilados) (30).
A cromatografia em camada delgada foi realizada eni piabas de vidro ou 
• de alumínio cobertás com Silica Gél G segundo Stalil, tèndo sido utiliza- ■ 
doâ õá seguintes sifetemaé de solvetttes (v/v): (i) 9il benzeno-metanolj 
(1) 20:1 benzeno; acetato de etila; (m) 5:1 clorofórmio-metanolj. .(n)
200:47:15:1 benzeno-etanol-água-ácido acético. Os açúcares foram visua­
lizados com solução de ácido sulfúrico a 5% em metanol, seguido de a ­
quecimento em estufa a 150°C. A corrida dos açúcares livres em crom a­
tografia em papel foi relacionada a da D-galactose (Rgaj), e o movimento 
dos derivados metilados foi relativo ao do 2, 3,4, 6-tetra-O-metil-D-gluco- 
sídeo (R^). Dois processos foram utilizados para acetilação dos açúcares:. to • • ' ' . • . ' ■ ■ •
(1) anidrido acético-piridina, 1:1, 3.(v/v) a 100°C, durante 4 horas. Esta 
mistura foi tratada com água ( 2-4°) e os açúcares acetilados foram ex­
traídos com clorofórmio. A  píridina contida nesta solução 'foi eliminado, 
por tratamentos sucessivos'com solução de. ácido sulfúrico 2 N. Por sua 
vezjo. excesso deste ácido foi neutralizado com solução saturada de bicar­
bonato de sódio. (2) anidrido acético-ácido perclórico. a 7 0% i4.:0,1 (v/v) a 
35°C com agitação constante por 2 horas. Esta mistura foi tratada com 
água (2-4°) e os açúcares, acetilados -foram extraídos com clorofórmio» ,
' sendo que o excesso de ácido perclórico foi neutralizado com solução sa­
turada de 'bicarbonato de sódio. A hidrólise total do polissacarídeo foi fe i- 
1 ta em ampola selada»' utilizando-se ácido sulfúrico IN a 100°Ç durante 8 
horas. O excesso de ácido foi eliminado por precipitação.com carbonato 
■ de bário até pH 4,5. O. açúcar total foi determinado pelo método do fenol- 
.-ácido sulfúrico (31). - '
2. Isolamento e .purificação do pollasacferídèo - '
Qs moluscos utilizados no presente trabalho (Ampulária sp. )
. foram coletados no munieipio de Mor betes, Paráná» Brasil. Esses mo lus - 
cos forató mantidos em aquário durante a coleta daè mAssas de ovos. Es - . 
sas ffiássãs de ovòS (110 ü h id â d esfora ih  coletadas diretamente dás pà- 
redes dos aquários, 6 a 12 horas após a oviposição, e conservadas em a- 
ceíona a 0-2°C. Após trituração com acetona em. liquidificador, o mate­
rial foi centrifugado, e o resíduo tratado com uma mistura de clorofór- 
mioimetanol .2:1 (v/v) è novamente, centrifugado. O resíduo assim obtido 
foi tratado com n-butanol saturado com água». enx refluxo,à temperatura
. . .  O ’ _ ' * . . ~ ' ■ - ' fde 100 e  durante 8 horas. Apos filtraçao, desta mistura,o resíduo obtido fo 
lavado com acetona, - seco ã temperatura ambiente e,em seguida a vácuo 
(dessecado com pentóxido de fósforo), O pó cetónico assim obtido (21 g)foi
submetido a ação de enzima proteolítica (subtilisina, tipo VII, Sigma;
2 x 150 mg) em solução de acetato de amónia (pH 8, 5) num volume total de 
600 ml. Essa solução contendo cloreto de cálcio na concentração final de 
0, 005 M, foi conservada a 37°C durante 72 horas. Apos esse tempo, o 
sistema de reação foi centrifugado, ,sendo o resíduo (formado principal­
mente de carbonato de cálcio) desprezado, e o sobrenadante dialisado con­
tra água corrente durante 24 horas. Após diálise, a solução contendo o 
polis sacarídeo,foi centrifugada, o sobrenadante tratado com, etanol 
( 3 volumes) e centrifugado» O resíduo obtido foi submetido ao processo 
de Sevag (32) ( 6 vezes). Após nova centrifugação, a fração aquosa do 
processo de Sevag foi tratada com etanol (3 volumes), e outra vez centri­
fugada. Ó resíduo obtido foi lavado com acetona, seco à temperatura am ­
biente e, em seguidá, a vácuo. Nessa fase,foram obtidas 2, 5 g de pòlís- 
sacarídeo (dosado pelo método do fenol-ácido sulfúrico), correspondendo 
a 12% do pó cetônicò. Em seguida, a fração contendo o polissacarídeo 
(2, 5g) foi submetida a processo de fracionamento, utilizando base qua­
ternária de amónia (brometo de hexadeciltrimetilamónio) ení presença 
de tampão borato a diferentes pH, segundo processo descrito por Duarte e 
Joúes(15). Após esse tratamento, foram obtidas 1, 3 g de polis sacarídeo 
(dosado pelo método do fenol-ácido sulfúrico), correspondendo a 6, 3% do 
pó.cetónico, com rotação ótica de [ oíj ^  -«-51,4° (0,76 em água).
3. Cromatografia em coluna do pPlissacarídeò,
I- Coluna de Sephadex G-2Q0 '
: Uma amostra de polissacarídeo (6, 5g) foi cromatografada em
' . ' ■ * 
coluna de Sephadex G-200 (80 x 3 c m . ) e eluida com água destilada na ve­
locidade de escoamento de 8 ml/hpra. Frações de 2 ml de eluato foram
coletadas à temperatura ambiente (coletor automático cie frações, Buchler 
Instruments). De cada tubo foi retirada uma alíquota de 0 ,2ml para de- 
.terminação -do açucar total. As frações contendo o polissacafídeo (eluatos.
correspondentes aos volumes de 98 a 117. ml, com pico máximo em 107ml .
de aluato) foram reunidas e o açucar total determinado nessa fração ■
(8, 5 mg) - correspondeu a uma recuperação de 100% do polissacarídeo (fi~ 
gura 1). G ?,Dextrãn-~blue. 2. OOO.'1 foi eluido dessa coluna com água- desti- .
•lada nos volumes de eluição entre 98 a 116 ml, com pico máximo.no volu­
me de 106 ml. ’
II- Coluna de agarose a' 2%.
■ ■ ■ Uma amostra do polissacarídeo (5,7mg) foi' cromatografada em
coluna dé -agarose a 2% (90,0 x  1, 5 cm. d .i .)  e eluída com água destilada . .
na velocidade de escoamento cie'3 ml/hora. Fraçõeâ de 0, 5ml de eltiaio fo ­
ram coletadas ã tèmpératdra ambiente .(coletor automático de frações). De , 
cada tubo foi retirada lima. alíquota de 0, 2ml pára' determinação dó açucar total J 
As frações'eohtèndo polissacarídeo (eluatos correspondentes ao» volumes:de : :
.56, S a 65, 0ml, bom pico toáximo ánt 60. ml de elu&to)'foram reunidas., e o' 
.açucar total déteím in&do nessa fração (5 ,16mg> correspondeu a 90% de re ­
cuperação do polissacarídeo (figura 2), O "Dextran-blue 2. 000n não foi 
eluido dessa, coluna com água, tendo sido adsorvido no topo da coluna. A .
agarose a. 2% foi preparada do seguinte modo: 2 g de agarose foram sus- • 
pensas em -100 ml-de água destilada e -aquecida em  banho-maria fervente 
,(95UC) até formação de gel (30 m in,). Âpòs resfriamento, o 'gel foi passado 
por tamis de 50 mesh, - e as partículas assim obtidas foram lavadas exaus- : 
iivamente cora água' destilada afim de eliminar as partículas de difí- '
c il sedimentação, . . - ■
III - Coluna de agarose a 4%.
Uma amostra do poHssacarídeo (6, 56 mg) foi cromatografada em 
coluna de agarose a 4% (90, 0 x 2,1 cm d. i . ) e eluída com água destilada na 
velocidade de escoamento de 4ml/hora. Frações de Iml do eluato foram cole­
tadas à temperatura amMênte (coletor automático de frações). De cada fra­
ção foi retirada uma alíquota de 0, 2ml para determinação de açúcar total. As 
frações contendo ppMssacarídeo (eluatos correspondentes aos volumes de 118 
a 155 ml, com pico máximo em 133ml de aluato), foram reunidas , e o açu- 
car total determinado nessa fráção (6,17 mg) correspondeu a 94% de recu­
peração do polissacarídeo (figura 3). O "Dextran-blue 2. 000n foi eluido des­
sa coluna com água destilada nos volumes de eluição entre 115 e 130 ml, com 
pico máximo no volume dè eluição de 120 ml, A agarose a 4% foi preparada 
da mesma maneira que à agâròse a 2%, variando apenas sua çoncentraçãofâg 
de agarose para 10Ò inl de água destilada).
IV-Coluna de Seõfaáróse 6B-1Q0,
tJriiã attíbstra de polis éacarídeo (3,7 g) foi cromatografada em 
coluna de Sèphà^oèe 6 B^lÒO(Pharnáacia-Üppsalâ-Suécia) (97, 0 x 1 ,7  cm d, i , ) 
e eluida com água destilada na velocidade de escoamento de 12ml/ hora. Frae 
ções de 2 ml do eluato foram coletadas à temperatura ambiente (coletor au­
tomático de fraçõesl De cada fração foi retirada uma alíquota de 0, 2ml pare 
determinação de açucar total. As frações contendo polissacarídeo(eluatos 
correspondentes aos volumes de 46 a 70 ml.com pico máximo em. 58 ml do 
eluato), foram reunidas, e o açucar total determinado nessa fração(3, 66mg) 
correspondeu a uma recuperação de 99% do polissacarídeo (figura 4), O 
"Dextran-blue 2, 000n foi eluido dessa coluna com água destilada nos volu­
mes de eluição entre 48 a 68ml, com pico máximo no volume de 55 ml do 
eluato.
As colunas I, II, III e IV só foram utilizadas no presente tra­
balho, quando o eluato aquoso não apresentava absorção na região ultra-vio- 
letaíBeckman DU), e não acusava a presença de açucar pelo método do fenol- 
-âcido sulfürico.
4 /Consúmò de periodato è ãcidò fórmico liberado
Uma amostra do polissac&rídeo original(50mg) foi oxidada com 
m-periodato de sódio 0, 01 N (lOOml), na ausência de luz, durante 94 horas a 
0-2°C. Da solução oxidante foram retiradas alíquotas a diferentes intervalos 
de tempo para determinação do consumo de periodáto{33), que foi calculado 
do seguinte modo:
(B~A) . N do tiosulfato
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Molaridade da solução oxidántesX;
ml da alíquota , 2  
Moles de periodato Voluíme total da ©^to^ãdeoxiá.antèv^.x * 16?
. 3
Mol de hexose anidra g do poliss&cárídeo . 10''
Ondfe: . /  ,.
B~ ml de tiosulfáib gastos na titülàç&ô db branco
A - ml de tiosulfato gàstbs na titulação da ámostra
Do grãficò reprèséiitativoímbles de periodato/mol >de hexo­
se anidra), foi èxtrapblãdo o vâíor db consumo de periodato para o tem­
po zero(figura 5).
O ácido fórmico liberado no sistema de oxidação, foi deter­
minado pelo método de Barker e Somers(34), e por titulação potenciomé__ 
trica em atmosfera de nitrogênio(35). O cálculo foi feito com a seguinte 
equação:
Moles de ácido fórmico liberados
■* Y
Mol de hexose anidra
ml de NaOH . N da NaOH . Volume da solução oxidante . 162
Y- 3ml da alíquota . g do polissacarídeo . 10
5. Degradação de Smith (36)
Uma amostra do polissacarídeo original (50 mg) foi oxidada 
durante 94 horas com m-periodato de sódio como já descrito, acrescen­
tando-se após esse tempo, 1 ml de etilenoglicol para eliminár o excèsâo 
de periodato. Após 30 minutos, a solução foi subndétida à diãtièè ebrítia 
água corrente por 24 horas, e concentrada a vácuò até um volume de apro­
ximadamente 20 ml. Em seguida* ò loUssácarídeò oxidado foi reduzido dom 
NaBH (50 mg) por 10 horas. Após èsse tèmpo, á solüçãõ foi trâtâda éoih4s ' ' . ■ ' ■ ■ ' . .
ácido acético 2N (pH 7* 0) para destruir O excessò de NaBB^ é,èm ségiii- 
da, submetida a diálise por 24 horas contra água COrrenté, <e opnceiitrada a 
vácuo até um volume de aproximadamente 5 ml. Em seguida, o polissa&á- 
rídeo reduzido , foi hidrolisado com ácido sulfúricò 2N por 5 holas & 100“ C, 
e o hidrolisado ácido foi neutràlizàdo com earbòriatb de bário ípH 4, 5),
Os produtos destà hidrólise foharh nováinente reduzidos cdm NáBH^(50mg) 
durante 24 horas è o excesso do NaBH, destruído com ácido acético 2N, 
Em seguida, a solução foi déiohizáda em coluna trocadora de ions (Dowex 
5tíÀV-X-ê de 200 a 40Ò mesh, fõrtna fí1 ). O eluáto dêssa coluna foi còn- 
ceiitladó a vácüo. (évaporador rotatório 40-4Í>°C)i e o.exòéèsó de ácido bó­
rico da. preparação foi eliminado â vacuo por tratamentos sueeásivós com 
metanol. Em seguida, os alditois obtidos, foram acetilados por proces­
sos já descritos (Métodos gelais), e os alditois acetatos foram analisados 
por cromatografia em papel e GLC. (Tabela I).
6. Metilação do polissacarídeo. ,
a )- Processo de metilação de Hawòrth (37) .
Uma amostra do fsolímer# (lg) 'foi submetida inicialmente ao 
processo de metilação de Haworth do seguinte modo: o pDlímero (lg) foi
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dissolvido @m água (lOml) e tratado com 50 ml de NaOH a 40% e 25. ml cie 
dimetilsulfato. Esses reagentes foram acrescentados à solução do J^líxne 
teo gota a gota, durante 4 horas sob agitação (agitador magnético) e à 
temperatura ambiente, Durante esse processo de metilação, acrescentou-se 
acetona (20ml) para solubílizar o polissacarídeo parcialmente metilado. Em 
seguida, a solução foi neutralizada com ácido sulfúrico 6N (pH 7, 0), dia- 
lisada contra água corrente durante 48 horas e, finalmente, concdntrada a 
vácuo . Esse processo de metilação foi repetido nessa amostra por mais 3 
vezes. No final dessa etapa de metilação, houve recuperação dc* 0, 9 g de 
polis.saceríáeo parcialmente metilado (90% de rendimento).
Processo de metilação com sulfato de metila e hidróxido de sódio 
' Puí'verizado (38-39)' . -:
O polissacarídeo. parcialmente metilado (0, 9g) foi dissolvido em 
tetrahidrofurano (50 ml), e tratado com NaOH pulverizado (10g) e sulfato de 
metila (12ml), gota a gota. A mistura de reação foi mantida á temperatura 
ambiente sob agitação eonstante(agitador magnético) durante 16 horas. Após 
esse tempo, o solvente foi evaporado a vácuo, e o resíduo solubijizado com 
agua (20ml) foi neutralizado còiá ácido sülfürico ÓN (pH *7,0).Após diálise, 
a solução contendo o polissacarídeo parcialihénte metilado, foi finalmente 
liofilizada. Esse proOéáso de mètilaçâo foi repètidò pór rhais 3 vezes, e a ­
presentou em sèu fiháí, Uma recuperação de 0, 85g de polissacarídeo par­
cialmente metilado (85% de rendimento).
P^océsso de metilação de Sandford e Conrad (40)
O polissacarídeo parcialmente metilado (0, 85 g) foi submetido ao 
processo de metilação descrito por Sandford e Conrad, que apresentou, em
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seu final, uma recuperação de 0, Sg do polímero parcialmente metilado.
(80% de rendimento),
d )-Processo dè naètilaçaò dé Purdie (41)
A  solução de polissacarídeo parcialmente metilado (0, 8g) em 
iodeto de metila (19 ml), foi acrescentado óxido de prâta (6, 5g). Essa m is­
tura , após refluxo na temperatura de aproximadamente 50°C com agitação 
(agitador magnético), foi filtrada (funil de placa poròsa). O resíduo dessa 
filtração foi lavado com acetona (SxlOml), Os. filtrados foram reunidos e 
concentrados a vácüo em evaporador rotatório.da Buchler (40°C). Esse 
resíduo, contendo o polissacarídeo e sais de prata coloidal, foi dissolvido 
em clorofórmio (0, 5ml) e tratado com 2, 5ml de éter de petróleo 
(P. £ , 30 a 6Q°C)«. Após centrifugação, o resíduo foi desprezado (sais de 
prata). Ao sobrenadante foram acrescentados mais 7 ml de éter de pe­
tróleo e, após centrifugação, obteve-se, nó sedimento, o polissacarídeo me* 
tilado. Esse processo foi repêtido por mais 3 vezes afim de se obtèr o po­
límero livre de sais de prata. Após esse processo dé metilação, o pplissa- 
carídeó metilado, (0, 5 gj rendimento dè 50%) apresèntáva uma notação
.  r "i2§ ' . , * .
otica de [_ oC J -  10. 0 (1 % em cloroformio).
D  • - .
7.■ Metanólíse dò polissacarídeo metilado, . '
trma amostra do polissacarídeo metilado (100 mg) foi dissolvida 
em* ácido clorídrico a 5% exn metanol (10 ml) e aquecido por 6 horas a 100°C 
em ampola selada.Âpós neutralização com carbonato de prata, a solução 
foi filtrada, e o filtrado submetido a corrente de ácido sulfídrico(HgS) para 
precipitar os sais de prata. Após centrifugação, o sobrenadante foi evapo­
rado a vácuo até secura e dissolvido em clorofórmio para análise em GLC, 
(Tabela. II), e figura 6.
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8. Oxidação pelo periodato dos derivados metilados do hidroiisado 
ácido do -ijàl^^CTfeWetilaidQ,. ' '
Uma amostra do p&líniero metilado ( 10mg) foi subme­
tida a metanólise e os produtos parcialmente metilados foram tratados 
com HC1 0, 5N ( 2 m l ) a 10Q°C por 5 horas segundo o método descrito por 
Parikh e Jones (42). Os açucares parcialmente metilados assim
obtidos (forma redutora, 10 mg), foram submetidos a oxidação com m - 
“periodato de sódio na concentração final de 0, 05M, na ausência de luz, â 
temperatura de 18-2Q°C durante 2 horas. Após esse tempo, o excesso de 
periodato foi destruído por adição de inositol ( 10 mg), ( 30 minutos de 
reação). Após liofilização, o resíduo obtido foi exaustivamente extraído 
com clorofórmio â temperatura ambiente. Os extratos cXorotormicos 
foram reunidos e concentrados a vácuo, e o resíduo contendo os açúcares 
parcialmente metilados, foi submetido ao processo de glícòsidáção de 
Fischer afim de se obter os metil-glicosídeos metilados ( processo de 
Fischer foi realizado do mesmo modo coino déscrito pará metanólise do 
polissacarídeo faetilátío). Por análise etíi GLC ( Coluna c ) desses metil- 
glicosídeos metilados, foi possiVèl se vishalizár os picos corresponden­
tes a uma mistura de dí e p m étíl-2 ,4, 6 -tri-0-m etil-D  -galactosídeo, 
e assim realizar sua determinação quantitativa por triangulação ( tabela II). 
Tambem por esta análise em GLC foi possivel se demonstrar ò desapare­
cimento do pico com tempo de retenção ( T ) de 5, 62 e sua transformação 
em pico de tempo de retenção de .12, 2 ( ver tabela III e figuras 6 e 7 ).
9. Isòláméhtb dé derivados parcialmente métilados.
Uma amostra de jjfalímvèr«ir metilado ( 10 mg) foi submetidá
- 18-
a metanólise e os metil-glicosídeos parcialmente metilados foratn subme­
tidos a cromatografia preparativa eni camada delgada, utilizando-se placas 
de aluminio ( 20 x 20 cm ) cobertas com silica gel G, segundo Stahl 
(solvente n). Após duas migrações sucessivas neste sqlvente, uma faixa 
deáta placa ( 2 x 20 cm ) foi removida { guilhotina ) e os açúcares foram 
visualizados com solução de ácido sulfúrico a 5% em etanol ( aquecimento 
a 150 C). Reconstituindo-se a placa original,foi possivèl isolar-se cirieo 
faixas distintas contendo os metil-glicosídeos metilados, que foram ana- 
lizados por GLC (= parte destes resultados se encontra na tabela III),
10. Hidrólise ácida do pòlissacarídeo purificado.
Uma amostra do polissacàrídéo (10 mg) foi hidrolisada 
com ácido sulfúrico IN  ( 1 m l) durante 5 horás a temperatura de 100°C. 
Após neutralização do ácido ( carbonato de bário pH 4, 5 ), e concentrarão- 
a vácuo ( evaporador rotatório ), o^prddPtoiírde^MdrèlisfeforaaiiK&n-alitiadoS' 
cromatografia em papel ( solveúté f ) , e visualizados com p-anisidina. Uma 
parte dos açúcares deste hidroíizado foi reduáida com boridreto de sódiq 
e os álcoois resultantes foram acetilados ( piridina-ánidrido acético ).
Os alditóis acètatòs resultanteS foram analisados por GLC { colunas (d) e
(e))> que revelou á preèença dé fucítol (2%) e galactitõí
bexmcetato (98%), confirmando a presença desses dois monossacarídeòs,
já.observada em cromatografia de papel. A rotação ótica observada emH 25 °  , ,Q "** ( C , 0, 9 em águaKácido sulfúrico 2N duran­
te 14 horas a 100°C). A galactose desse hidrolisado foi cristalizada em
■ o .  ̂  ̂ ' '
etanol (P. F. 160 C), e o ácido múcico obtido da oxidação com ácido ní­
trico foi cristalizado em água (P. F. 219°C). A galactose cristalizada 
(etanol), apresentou uma rotação ótica de^otjpf + 80, 5°( c ,  9 exp 
água).
' RESULT ADOS E DISCUSSÃO ' ' “
^ Caráctèrlááçàó geral do polls sacarídeo da massa. de'ovos c e .^agulárlgusá.
• Â massa de ovos de Ampularia sp. (coletadas 6-12 horas após a ovi- 
■posição) contem ,t»:na baixa 'concentração de polissacarídeo {6, 3%, em pó ce- 
tônico), em contraste corn'a elevada proporção verificada por May (4) de •
37, 8% (peso seco), e por Horstmann (22) de 36% em massas de ovos, - respec­
tivamente, de Belli: 'pomatia e. Lynknáèá- jtagnàlis. .Ho.hidrolisado acido .do 
pó cetônico .da massa de' ovos de Ampuláriá èpd, nao foi detectada: a presen­
ça de D-glucose (cromatografia em papel) mas apenas D-galactose, fucose 
e traços de hexosaminas, comprovando a observação-de Horstmann (22) que 
nos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário, a massa de ovos dos.
moluscos não contêm glicogênio, Também a rotação ótica do polissacarídeo,
r 125 o ã , ~ •' , !D +  ̂* (C, 0,7.6 ern água), xiáo correspondeu àquela obtida por. May.
(4), de M  - 22,73°, para o polissacarídeo da massa de ovos de Helix
pomátia „ A hidrólise ácida do polissacarídeo de .Ampúláxtia'àp, revelou 'a
. ■ > . •  ̂
presença de galactose e. *fucosé (cromatografia em papel) numa proporção
dè 98% e 2% respectivamente {GLC). A rotação ótica do hidrolisado ácido e
da galactose cristalizada em etaiiol, j í .f  +00° e [ °< ] + 80, 5°, res­
! ■ .. ■ • ■  ̂ ' D' ' ■
■ peçtivâm eiite* não é compatível com a presença, nesse polímero , de L- . 
galactose, o. que o diferencia ainda mais daqueles investigados,por May e 
Weinland (8-9), Bell. e Baldwin (7) e GeXdmacher -  Mallinckrodt e .
Horstmann (18) em massa de ovos e glândula, de albumen em. Hélix 'pomatia. 
Deste modo, o polissacarídeo da massa- de ovos de Ampiüáriá^ép. (Morretes), 
considerado como um heteropólissacarídeo, recebeu a denominação de fu- 
cogalactano, que adotaremos no presente trabalho. . •
O exame desse polímero por eletroforese em papel acetilado e cro -
matografia, em colunas de Sephadex,G -200, agarose.a-2%, agaro.se a 4% e
Sepharose 6 B-100.(Figuras 1, 2 /3 ,4 ), demonstraram que o polímero era 
homogêneo'ou, pelo menos,, formado de uma mistura de polissacarídeos in­
dissociável nas condições do experimento e, corno tal, considerado apto pa­
ra "estudos estruturais. ■
Cònsumo.-de periodato e ácido fòrmico ' líbet-ado’ do polisáacarídeo..
Dos resultados do consumo de periodato ( 1,10 m oles/mol de hexose 
anidra, Figura 5) e dos da liberação de ácido fòrmico (0,47 m oles/m ol de 
hexose anidra), foi possivel se calcular uma proporção- aproximada das pas­
siveis ligações glicosídicas presentes no polímero, na seguinte relaçao:
16 moles % de resíduos que - consomem. 1 mol de periodato/mol de hexose 
anidra, sem. liberar ácido fòrmico, tais como resíduos apresentando liga­
ções glicosídicas do t; lp© ( 1--—«“ 2)p e (1— *»■ 4)p ou do tipo { 1 2)f,
(1——*- 3)f e (i——r**5)f; 47 moles% dè resíduos que' consomem 2 moles perto 
^dato/moi de hexose anidra'e liberam 1 m ol dé ácido fòrm ico/mol de hexose 
-anidra, tais como resíduos apresentando' ligações glicosídicas do tipo 
(1-—*0)p (cadeias lineares ) e resíduos 'terminais náo redutores; 37 moles % 
dè resíduos náo suscetíveis a oxidação com periodato,. tais como.resíduos 
apresentando ligações glieosídifcas do tipo (1— «*3)p ou resíduos .piranosi- . 
dicos com ramificações nos parbonos Cg. e Cg, Cg e-Cg, Cg e C^, Cg e C|, - 
3* radação de,Smith 'do'.polissacarídeo. ■ .
Os resultados obtidos da degradaçao de Smith (28 moles % de.dul- 
■ citol-hexacetato e 72 moles % de glicerol-triacetato; ta.be la 1) permitiram 
excluir, neste polímero, a .presença de ligações glicosídicas do tipo (X— 4)p
:e ' (1-----®*5)f (ausência de tr eitol-tetfacetato), e de ligações glicosídicas do
tipo (1—-®»2)f e (1— -*»3)f (ausência de pentitol pente, ce tato), ■
■ Por outro lado,. os dados dessa degradação inéieaciâm.-a. possibi­
lidade deste-polímero ser formado de resíduos não suscetíveis a oxidaç&o 
com periodato, na proporção de .28% (mistura de. resíduos, com ligações 
glícosídieas do tipo (1—~*-3)p e de resíduos ramificados cotóo referido an­
teriormente), ãíém de 12% de resíduos .suscetíveis de liberarem glicerol 
durante o processo de degradação, . ' ,
A percentagem . de glicerol {1.2%)- verificada, nessa degradação, 
poderia, ser atribuída.,. entre outras, às seguintes possibilidades:- a) à pre­
sença de cadeia (s) linear (s) constituída (s.j de resíduos apresentando liga“ , 
ção glicosídiea do tipo (l-—»- 6)p; b) & presença de resíduos terminais nao 
redutores-;- -c) à presença simultânea de cadeias lineares e resíduos terad- . 
nais sugeridas em (a) e (b). Estas possibilidades,- contudo, não eram com ­
patíveis com os dados de consumo de periodato e âcido • fórmico liberado - 
.pelo polímero durante o processo de oxidação , Sabe-se que,- a percentagem 
de resíduos liberando ácido fórmico (motes %) durante ó processo de oxida­
ção com- periodato,1 dèVe corresponder ä tóèsraa percentagem de'resíduos - 
produzindo glicerol. (moles %) na degradação de Smith, Entretanto, nem ■ . 
todos os resíduos quê iia degradação de Smith produzem glicerol, iibetam . 1 
acido fórmico durante o processo de.oxidação 'com periodato,1 Neste último 
caso.se enquadram os resíduos que apresentam ligações glicosídiea» cio ' 
tipo (1— é resíduos com ramificações nos carbonos Cg e Cg, O eons«-* 
mo. de periodato destes resíduos é de 1 m olde periodato/ mol .de hexose1 
. anidra, contra urna produção'de 2 moles de glicerol/ moi de .residaopna de- 
gradaçao .de Smith,- A existência deste tipo de ramificação foi afafsíada por 
estudo de metilação.neste polímero, como será demonstrado posteriormen-'- 
te. Ádmitindo-se a presença de ligaçao glicosídiea do tipo (1 -*"2) na. estru*»
tura do polímero em estudo, ' obtem-se uma 'màior-concordância dos dados 
da oxidação com periodato e da degradação de Smith. De fato, estes da- - 
dos , agora analisados era conjunto, sugerem para este .polissacarídeo, a 
seguinte composição: 16 moles % d,e resíduos.que apresentam ligações ■ . 
glicosídicas do tipo (1-— 2)p; 47 moles % de umà mistura dé resíduos 
terminais não redutores e de'resíduos apresentando, ligàçoes- glicosídicas 
do tipo (1“—*“ 6)p (cadeias' lineares); 37 moles % .de. resíduos não suscetí­
veis â oxidação corri periodato, Um polímero com esta composição , pro- 
duziría por degradação, de Smith teórica, 68 moles % de. glicerol contra 72 . 
moles % de-glicerol obtidos experimentalmente, A percentagem dé resíduos 
não suscetíveis à oxidação com periodato (32 .moles %), também-'se-apro­
xima do. valor obtido experimentalmente da degradação de Srnitli (28 mo*1
les %), . . ■ . . .
1 ■ ‘ , ■ - . - • ■ ’ ' '
4,. Estudos' cie -mètilàção-dó"poli.ésáca-rídéo.
■ Os dados da análise por GLC dos produtos de metanólise ; do polis - 
sacarídeo metilado- da massa dé. ovos, de. Ampularia sp, , se encontram na .
Tabela IÏ,- Os açúcares metilados foram identificados pelos seus tempos 
de retenção (T) segundo Aspiháll (2 5) é Stéphen et al (26), exceto o dê r i-  . ■
vado me til 3,4, 6-t'ri-O-metil-D-galáctopiranosídeo, que foi identificado ■. 
indiratttúáfenté, de acotdo ecmi as seguintes considerações teóricás: este de­
rivado (na formá redutora) submetido a oxidação com. periodato nos car-' • 
toonós C1 e € 2» por tratamento çom.HCl a 5% em metanol, daria origem.a: 
uma pentose metilada (2, 3, S-tri-O-m etil-D-lixose), Por. outro, lado, è c o ­
nhecido que a percentagem -de formas piranosídicas ( oi e Ji ) e de formas 
furanosídicas ( oí e^.-) da lixos e (fornia redutorà) presente 'em equilíbrio. 
em solução aquosa -(40°O, tende para. a conformação piranosídica
< <j de 1% para formas furanosídicas) (43). Desse modo» a lixo se metiXada 
obtida de um experimento como acima resumido <ver Material e Métodos* 
item 8), provavelmente deveria sé encontrar numa forma acíclica, já .que 
a hldroxila do carbono de sua. estrutura, se encontraria metil&da, o 
que impediria sâa ciclizaçâo numa conformação estável (forma piranosí- 
dica). Isto ocorrendo» o derivado 2» 3» 5 -t ri -0 •>*me til -D -lixo se (forma ací- 
clica) quando submetido ao processo de glieosidação de Fischer, daria, origen 
a um derivado metilado na forma de acetal* cuja estabilidade nao e, diseu-- 
tida no presente trabalho,, '
. A comprovação, embora indireta* da existencia de-ligaçao glicosí- 
dica do tipo (1-—»»2) no polis sacar ideo em estudo» foi realizada pela ana~ 
iise comparativa em GLC dos produtos de metanólíse do polissacarídeo 
metilado* antes e apôs a oxidação com m-periodato. Os dados da. tabela III 
e das Figuras 8 e 7.» itódlearam que o derivkdo metilado com tempo de 
retenção '(T) 5» 6-2 (coluna c) desapareceu (Figura 7) após o processo oxi~ 
dativo, ciando origem a,um derivado metilado com tempo de retenção (T)
12, 20, Estes dados sugerètfii. que o composto com; tempo de retenção (T>
5» 62 corresponda ao derivado metilado 3*4» 6 -tr i ~0 ~mé til -D -galactopi -
■ _ • * '
ranose (já obtido em alto grau de pureza» conforme análise em GLC; Ta.**
. ■ , * ■ 
bela XII), e aqtiele. com tempo.de retenção (T) retardado(l2, 2(f corresponda ao
derivado metilado 2,3, 5-tri**0-metil~D-lixosfe,. provavelmente numa forma
acícliSCfT4.’ síntese destes compostos está sendo tentada neste Departamento), 
Na estrutura- de um polissacarídeo sugerida, pelos ciados de meti“ 
lação ( Tabela 11), obteria-se de uma oxidação teórica com periodaío, 1* 22 
móles .de periodato/mol de hexose anidra e 0» 54 moles de ácido form ico/
■ moi de hexose anidra» dados que se aproximam dos valores experimentais
(L1 e 0.47, respectivamente). Nesta moléetilapima degradaçao de Smith 
teórica, produziria 70% de glicerol e 30% de dulcitol (GLC), valores es - ■ 
tes teóricos que bambem se aproximam dos valores obtidos experimental­
mente (72% e 28% respectivamente). - .
. • Em resumo podemos concluir^ dos dados de -metilação, que o poli-
.■mero é menos ramificado (29, 5 moles% de resíduos terminais nao redu­
tores), e mais rico em cadeias lineares (41, 5 moles % de resíduos consti- 
'tuindo cadeias lineares) do que o galacta.no de glândula de alfaiimen de 
Strôphochéilus’óblongús (15), Estas cadeias lineares são formadas por 
resíduos, de D “galactose unidos por ligações glicosídicas dos tipos (1— *2) 
(11,0 moles ■%); (!.— »»3) (4p-5 moles %) e (1— *«8) { 26: moles %), Os resir. 
duos' terminais, nao redutores desta-mol-eeula, alem de D-galactose 
(28, 0 moles %) co.ntêm. -fucose (1, 5 moles %). Os pontos de ramificação - 
nesta estrutura estão nos carbono s C,j e Cg de reáíduos de D “galactose 
(2 9. 0. moles %),
Deste modo. o polissacárídeo da massa de ovos de Âmpularía 
sp ,, não se assemelha estruturalmerite. àos. poUss&çaríd.eos previamente
estudados em massas de ovos de moluscos de outras especies.
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.Fig, 1 -f Cromatog.rafIa 'do polissácarídeb\em 'coluna dé" Séphàdéx 'G -200 
.(80x2 cm. d, i . ). A amostra analisada(6,'5mg.) fo i; eluidá com. água
■ . . destilada na velocidade de -.escoamento- de ’ 8ml/ hora» Frações
.de 2ml do ;eluato foram .coletadas a temperatura ambièate(co.- 
letor automático de, frações). De. cada tubo ibi retirada uma 
■ .alíquota de G,-2ml para deterinínaçao do açúcar. totalfmétodo.
. .do íenol-.âcidosulfúrico)(:31). O poüssacarídeo foi eluido nos vò* 
lumes de . 96 a 117rnl do eluato, com pico máximo no. volume .de 
... .107ml. A recuperação do polis sacarídeo foi dê 100%.O "Dextran^.
; ,blue'-2. 00011' foi eluido dessa -eolúna nos volumes de'-96 a 116 ml
' -.do-'eluato (pico.máximo no volume de 106mi). . . ■. - .-
Ô . t ©  4 0  SO Í 0  10#
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Figura 2«■ Croaiatografia. cio polissacarídeo : em cxilxxna ds
Ag^rdsfe "a 2’%(90, ÕxÍ, Sem d. L LÃ. amostra, anali- 
. sadaíS, 7mg) foi éluida. com água destilada na ve«- 
lòcídade -de. escoamento -de- 3ml/hora,..Frações de 
:'0,5 mTtiöeluato foram coletadas à temperatura am -’ 
'biente(coletor automático de frações). De cada.
■ tabo foi retirada ama alíquota de 0,2 ml parade*“ 
terminação do açúcar total(31), O polis sacar ídeo:
:. foi eluido nos volumes de. 56, 5 a 65, 0 ml, do eíua. 
. to, com pico máximo em 60 ml de elua.to.A re- 
cuperaçâo do polissacarídeo foi de -90%. O uDex- 
tran-blue 2. 000’!.-não foi eluido dessa coluna, •
Figura 3 “ Croroatograíla cio polis sacar ídeo erri coluna' de 
- .. ' agârosè a £% {90*0x2, 1cm d, i, ), A amostrà ana-
.Mis  a d a ( 6,. 5 6 mg) toi eluida com . água .destila ~ 
da na v.eloéiclade- de escoamento de 4nil/hora,
. Frações cie ■ Ixnl do èluato foram ' coletadas, à • .
. iemperaticra. ambienteCeoletor automático de fra 
■' çoeô), 'De cada tubo . foi retirada urna,alíquota de
0, 2ml para determinação do açucar total(31>.. »
O polis sac arid eo foi eluido nos volumes cie. 118 
■ a ISSml, 'com pico máximo .em 133ml cie elua- 
; to. Ã recuperação Mo polissacarídeo foi .de 84%. 
; O .’^Dextran-blúe 2..00Q1’ 'foi - eluido dessa coltina
nos. volumes de 115 a 13Opal.do, elüatoCpico màxi- 
mo no volume de 120ml). ■ '
o 20 40 80 80
* • ‘ ‘ . , i îl - • . ‘
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Figura 4 - 'Croinatògraflá do polissacarídetr em coluna dé Septiarose 
' 6 B -10 6 (971 0x1, ?cru d. i, ). A amostra analisada(3, 7mg)
foi eluida com água destilada ná velocidade de escoa * 
mento de 12ml/hora. Frações de 2ml do eluato foram 
coletadas à temperatura ambiente(coletor autoxpático de 
frações). De cada tubo foi retirada uma alíquota de 
0,- 2m'l para determinação do aguçar total.O polissaca- 
rídeo foi eluído nos volumes de 46 a 70ml do eluato , 
com pico máximo no volume de 58ml do eluato. Â re~ 
cuperação do polis saca rídeo foi de 99%. O "Dextran -  
-blue 2 ,ÜOö" foi eluido dessa coluna nos volumes de 
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Figura 5 - -do l^liagacaf ídeo, A- amostra ànalisadaí50me) foi oxidada com
m-psriodato^O, OlN(lOOml). A diferentes intervalos de tempo foram coletadas alíauotasíSml) pa^a a de-
t®” nlr!^Ça0 do 1c° nsu- f  °  de Periodato{33) e Ps valores obtidos foram extrapolados para o tempo zerof O 
acudo formico liberado nessa.reação também; foi -<!eterniinado{34)‘(à5)# • • : . • “ \ " •
Figura 8 - Cromatografia em fase gasosa dós produtos de metàhaliáe do pplissàcàradéò metílado. 
Cromatógrafo F & M modelo 810 R -12 com detetor de ionização de chama.
Coluna; 14%p/p LAC-4 R-886 sobre chromosorb W de 80-100 mesh (DMSC), de 
100 x 0. 4 cm (d .d .) a 160°C (iáoterma), com detetor a 250°C, câmara de injeção a 




Figura 7 » Cromatografia em fase gasosa dos produtos de metanólise do polis sacarídeo metilado, após oxidação 
pelo periodato e posterior giicosida^ao de Fischér.
Cr ornato gr aio F & M modelo 810 R -12 com detetor de ionização de chama.
Colunai 14% p/p LAC-4-R-886 sobre Chror.nosorfo W de 80-100 mesh (DMSC)f de 100 x 0.4 cm (d.i . )  
a 160°C (isoterma), com detetor a 250°C, câmara de injeção a 220°C e fluxo de hélio de 40 ml/min.
TABELA I
Análise por GLCdos produtos da degradação de Smith 
do polissacarfdeo de massa de ovos de Ampulària sp.
Aldítol acetato Tempo de retenção
............ <T)* ‘ ' : ...........
Moles %
G licerol-tri - ', 0, 08 72
Oulcitoi-hexa 3,11 28 .
G lice rol: Dulcitol - , : ' 2,57:1
* Tempo de retenção relativo ao L-arabinitol penta-
«acetato (coluna d),
Análise por GL.G dos produtos de metanóiise do' polissacar-ídeo metilado
. TA B E LA  II . - ' .
■ Tempos relativos de retenção (T) s «*
Móles %D e r i v a d o  . *
Coluna (a) Coluna (b) ■- . Coluna (c)
-metil2, 3 „4$ 0^e#a4@;-meiH6Dffgaiàêtopiranosíd..eo ■. 1, 80- - ■ ■. .. ' . . L 58' ■ ■' . ........ 2,00.. ■ ,. 28,00
metil 2,4, 8-tri-0~metil~D-galactopiranosídeo - «. ■ o* 5,16 8, 08 4,50•
metil 3, 4, e-trí-O-metil-D-galactopiranosídeo ,. . . , . .. 4,10.. . , ■ ■ . 2,22/ . .  . ...... . . .5,62 . 11,00
metil 2, 3, .4 -trirOrmetil-JD-galactopiranosídeo . . . . . . .'. 8,80 . . . . .  2,90 .
. ■ ' ! . . 9,90 ' 26,00
metil .2, .4-,di.-0rmetilrDrgalactppiranosídeo - , 15/00 , , 16, 90 , . ,3,-80 , , 4,40. .j. 28, 00 . 30,-00 29,00-
m etil-2, 3, ;4-tri^0fmetil~ fucopiranosídeo . .......... . . . . . . 0, 7 6 , . . ... . - , . 0,73, . . . j1- - - . - -0,76- ■ .1 - 1,50
.* Tempos de retenção relativos ao metil 2, 3, 4, 8-tetra-0 -m etil- ^  ™D-glucopirano sideo 
*« Determinados na coluna (c)
TABELA III
Análise em GLÇ de metil-D-glicosídeos metilados de polímero metilado de massa.de ovos 
Ampulárlá sp, ■ ■ . . . : ; ■ .
' • ' . • - «. ‘ ■ Tempos de retenção (T)
IJ 8 T XV 8. u O S m 6 t i ÍB. U O S ■ , , *#Ápos metanólise Após hidrólise e oxidação ■*#*
Derivados metilados ‘ ' 
parcialmente purificados
metil 2, 3,4, 6-tetra-0 -metil-D-galactopiranosídeo 2, 00 O o
metil 3, 4, 6-tri-O-metil-D-galactopiranosídeo . 5, 62 ' . ■ ■. - ■ ' ’ 5,62 5-, 6.2 (traços).
metil 2, 3 ,4~tri-0-metil-D-galaçtopiranosídeo ' 9, 90 - . 9,90 ' • ^ ■ 9, .90 .
metil 2,4, 6-tri-O-metil-D-galactopiranosídeo 5,16 . 6, 08 5,16 6,08 • “ . -
metil 2 ,4-di-Q-metiI-D-galactopiranosídeo 26, 00 30, 00 26, 00 • 30, 00 . « ' ' ■. .
metil 2, 3 ,4 -tri-0 -m etil- íuccpiranos^eo 0,76 “ 0, 78 ' ^ - ;
Derivado metilado resultante da oxidação pelo 
m “Oeriodato de sódio. . ................  . .. ' 12, 20 ' . . « ' ' - .
® Tempos de reiénção dos derivados metilados obtidos na coluna (c) e referidos no ~0~metil-2, 3,4, 6-tetra - 
*0-metil-D-glucosídeo { T» 1,00 em 4 minutos), • . . . .
** .Derivados metilados obtidos após metanólise do polissacarídeo metilado,' •' .. ' y
*#* Derivados obtidos.após hidrólise ácida seguida de oxidação com m-periodato de sódio, .
*«*# Derivados metilados isolados por cromatografTa em camada delgada utilizando-se o solvente (n ).
CONCLUSÕES
1) A massa de ovos de A m pulariasp ., (Marretes), contem 
um heteropoMss&carídeo formado de resíduos de D-galac- 
tose (98 %) e fucose ( 2%),
2) Os dados de metilação indicam que o polissaearídeo inves­
tigado apresenta ramificações apenas nos carbonos Cg e Cg 
dos resíduos internos da molécula, e que à proporção des­
tes resíduos ramificados é menor do que a dos resíduos que 
constituem as cadeias lineares. . ,
3) Os resíduos de fucose se encontram nas extremidades 
. não redutoras da molécula.
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